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摘要：为探讨吸入性甲醛能否对小鼠骨髓造血细胞产生遗传毒性，以 SPF 级昆明雄性小鼠为材料，采用动态吸入方

式连续染毒 72h，取骨髓细胞，测定 DNA-蛋白质交联 . 结果发现，随着甲醛浓度的升高（0、0.5、1.0、3.0mg·m-3），小鼠

骨髓细胞 DNA-蛋白质交联系数逐渐升高，0.5mg·m-3 组与对照组存在显著差异 （p<0.05），1.0、3.0mg·m-3 组与对照

组存在极显著差异（p<0.01）. 表明，在实验浓度范围内，甲醛对小鼠骨髓细胞具有一定的遗传毒性 .
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Abstract： In order to study the genotoxicity of gaseous formaldehyde （FA）on mouse bone marrow cells, SPF level
Kunming male mice were exposed to gaseous formaldehyde for 72h. KCl -SDS assay were applied to detect DNA -protein
crosslinks （DPC）in bone marrow cells. Results showed that low concentration （0.5mg·m -3）gaseous formaldehyde could
induce DPC formation significantly （compared with the control, p<0.05）, and high concentrations （1.0，3.0mg·m -3）could
induce DPC formation very significantly （p <0.01）. DPC was increased with the increasing of gaseous formaldehyde
concentrations （0.5, 1.0, 3.0mg·m -3）. The results suggested that among the concentrations investigated in the present
study, gaseous formaldehyde had obvious genetic toxicity on the mouse bone marrow cells.
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1 引言（Introduction）

甲醛（Formaldehyde）是一种高挥发性的小分子

醛类化合物，环境中的甲醛主要来自于燃料燃烧、
工业应用、装修材料和各种消费品等 . 目前由室内

装修和各种消费品的使用所导致的室内甲醛浓度

上升非常迅速，由甲醛所导致的健康问题已引起

国 内 外 的 普 遍 关 注 （Speit and Merk , 2002; Heck
and Casanova , 2004; 崔 香 丽 等 ，1995）. 研 究 表 明 ，

甲醛可通过致组织活性氧增加、脂质过氧化反应、
影响机体的免疫系统以及与生物大分子作用等使

机体发生损伤；甲醛对粘膜具有刺激性，可降低机

体的呼吸功能、神经系统的信息整合功能并影响

机体的免疫应答 ；对心 血 管 系 统、内 分 泌 系 统、消

化系统、生殖系 统、泌 尿 系 统 等 均 具 有 毒 性 作 用 ，

并 具 有 一 定 的 遗 传 毒 性 （徐 晓 宇 等 ，2008; World
Health Organization , 2002）.

白血病是骨髓造血细胞，特别是白细胞和淋巴

细 胞 的 遗 传 物 质 发 生 突 变 后 引 起 的 造 血 组 织 癌

症，主要侵犯青少年和中青年，病死率 很高 . 由室

内空气污染导致的甲醛与白血病的关系目前已成

为国内外环境与健康领域 关注的 热 点 . 由 于 甲 醛

及其衍生成分在血液中转移机制复杂，且甲醛在

骨髓中对微环境组分的作用机制尚不明朗，因此

甲醛与白血病的关系目前尚存在争议 （杨旭和丁

书 茂 ，2009）. 2004 年 6 月 15 日 世 界 卫 生 组 织

（WHO）下 属 的 国 际 癌 症 研 究 局（IARC）发 布 了 题

为“IARC 将 甲 醛 分 类 为 人 类 致 癌 物”的 新 闻 公 报

（IARC , 2004），将 甲 醛 确 定 为 A1 类 物 质（人 类 致

癌物），并指出甲醛致白血病证据有力但还不够充分.
研究表明，气态甲醛可诱导肝细胞、生殖细胞

等多种细胞 DPC 的形成 （彭光银等，2006; 刘丹丹

和 王 博 ，2006）；Wang 等（2009）研 究 发 现 ，气 态 和

液 态 甲 醛 可 导 致 大 鼠 骨 髓 细 胞 DNA 断 裂 ，引 起

DPC 水 平 显 著 升 高 ；付 聪 等（2008）发 现 血 清 能 够

再 生 细 胞 内 的 硫 醇 ， 同 时 促 进 甲 醛 诱 导 的 细 胞

DPC 的形成 . 以上这些研究为甲醛具 有远距 离 毒

性，且能诱导白血病提供了一定的支持 . 本研究在

前期研究基础上，以昆明小鼠为材料，对气态甲醛

致骨髓细胞 DNA-蛋白质交联进行进一步佐证 .

2 材料与方法（Materials and methods）

2.1 材料与试剂以及仪器

纯系 SPF 级昆明小鼠，雄性，体重 25g 左右，购

自湖北省预防医学科学院动物实验中心 .
10%甲醛溶液（Sigma 公司），十二烷基硫酸 钠

（Merk 公司），蛋白酶 K（Merk 公司），Hoechst33258
荧 光 染 料（Sigma 公 司），小 牛 胸 腺 DNA（Sigma 公

司），其它试剂均为国产分析纯 .
F -4500 型 荧 光 分 光 光 度 计 （Hatachi 公 司）；

WH-2 小型智能环境气候舱（武汉市宇信科技开发

有限公司）；4160-2 型甲醛测定仪（Interscan 公司），

灵敏度 0.012mg·m-3，准确度±0.024mg·m-3.

2.2 实验方法

2.2.1 染毒

实验采用仿真式暴露染毒（Wang et al . , 2009;
李睿等，2003）. 将 20 只小鼠，随机分为 4 组：1 个

对照组和 3 个甲醛染毒组，每组 5 只 . 染毒组在玻

璃染毒缸（由 8.4L 通气式干燥器改制而成）中连续

动态染毒 72h，甲醛经 WH-2 型小型智能环境气候

舱 调 配 后 ， 持 续 稳 定 地 输 出 浓 度 为 0.5、1.0 和

3.0mg·m-3 的甲醛气体 . 舱参数：气温（23±0.5）℃，

气体湿度 45%，过舱气体流量 1L·min -1. 根据我国

相关职业卫生标准，目前甲醛在工作场所的最高

容许浓度为 0.5mg·m -3，而在 2002 年之前的规定

是 3mg·m -3. 本 实 验 所 设 染 毒 浓 度 即 依 据 这 两 种

标准而设定 . 对照组为在相同条件下的玻璃缸中，

吸入经过滤的新鲜空气 （甲醛浓度<0.01mg·m-3）.
染毒期间，小鼠自由进食和饮水 .

2.2.2 制备骨髓沉淀物

染毒结束后，颈椎脱臼处死小鼠，取出双侧股

骨，用 37℃磷酸缓冲液（pH=7.5）5mL 冲出骨髓于

离心管中，1500rmp 离心 10min，弃上清液（刘培桐，

1997）.

2.2.3 DPC 检测

DPC 采 用 KCl -SDS 沉 淀 法 （Zhitkovich and
Costa , 1992; 黄思佳等，2008）进行检测 . 首先向样

品中加入 SDS，使之与 DPC 及蛋白质结合，然后加

入 KCl 溶液使 DPC 和蛋白质沉淀，而自由的 DNA
留在上清液中 . 将上清液转移后，再向沉淀中加入
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蛋白酶 K 除去蛋白质，使 DPC 中的 DNA 游离出

来，用荧光法测定此 DNA 的含量 A（交联 DNA）以

及原液中 DNA 的含量 B （自由 DNA），计算 DPC
系数 η，以此值表示 DNA 和蛋白质的交联程度（徐

晓宇等，2008）. η 计算公式为：

η= 交联 DNA
交联 DNA+自由 DNA

具体步骤如下：1）细胞裂解：用 37℃磷酸缓冲

液（pH=7.5）0.5mL 重悬细胞并在显微镜下计数保

证 细 胞 个 数 在 106 以 上 ， 加 入 2% 的 SDS 溶 液

0.5mL 并 轻 微 振 荡 ， 将 混 合 液 65℃水 浴 加 热

10min，裂解细胞 . 2）游 离 DNA 的 分 离 ：从 水 浴 中

取出裂解好的细胞，加入 100μL 2.5mol·L-1 的 KCl
溶液（pH=7.4，10mmol·L-1 Tris-HCl 配制），将混合

液 6 次穿 过 1mL 的聚 丙 烯 枪 头 ，使 DNA 长 度 统

一 . 冰 上 冷 冻 5min， 形 成 SDS -K + 沉 淀 后 ，于

10,000rmp、4℃下离心 5min 收集沉淀，将上清液转

入另一个 5mL 离心管中 . 沉淀加入 1mL 清洗缓冲

液 （0.1mol·L -1KCl，0.1mmol·L -1 EDTA，20mmol·
L-1 Tris-HC1，pH=7.4）重悬，65℃水浴加热 10min，

冰上骤冷 5min，重复离心和清洗步骤 3 次，每次都

将上清液转入 5mL 离心管中 . 3）DPC 中结合 DNA
的分离：最终的沉淀重悬于 0.5mL 清洗缓冲液中，

加入 0.5mL 蛋白酶 K（0.2mg·mL -1，溶于清洗缓冲

液 中 配 制），50℃水 浴 中 消 化 3h， 再 在 冰 上 骤 冷

5min，然后于 12,000rmp、4℃下离心 10min，收集上

清液即为 DPC 中的交联 DNA . 4）DPC 定量：先制

作 DNA 浓度的标准曲线 . 用清洗缓冲液配制终浓

度 为 0、100、300、500、750、1000、1500、2000、3000、
5000ng·mL -1 的小牛胸腺 DNA 标准液，加入 1mL
新 鲜 配 制 的 400ng·mL -1 荧 光 染 料 Hoechst33258

（20mmol·L -1 Tris -HCl 配 制）， 使 其 终 浓 度 为

200ng·mL -1，暗处染色 30min，用 F-4500 型 荧 光 分

光光度计在 350nm 激发光和 450nm 发射光下测得

各浓度的荧光值，制备标准曲线（图 1）. 5）将染色

后的样品用 F-4500 型荧光分光光度计测定其荧光

值，根据标准曲线定量交联 DNA 和自由 DNA，计

算 DPC 系数 .

2.3 统计分析

实 验 数 据 采 用 Origin 5.0 统 计 软 件 分 析 并 进

行 t 检验并绘图 .

3 结果（Results）

不 同 浓 度 气 态 甲 醛 染 毒 下 小 鼠 骨 髓 细 胞

DNA-蛋白 质交联系数 如 图 2 所 示 . 由 图 可 见 ，随

着 甲 醛 浓 度 的 升 高（0、0.5、1.0、3.0mg·m -3），小 鼠

骨髓细胞 DNA-蛋白质交联系数逐渐升高，0.5mg·
m -3 组 与 对 照 组 存 在 显 著 差 异 （p <0.05），1.0、
3.0mg·m -3 组与对照组存在极显著差异（p<0.01）.
表明，在实验浓度范围内，甲醛可显著诱导骨髓细

胞 DNA-蛋白质交联物的形成 .

4 讨论（Discussion）

4.1 甲醛与白血病的关系

甲醛暴露会导致白血病这种观点首先来自 流

行病学研究 . 2004 年，美国职业安全和健康研究所

Pinkerton 等 调 查 了 11039 名 曾 在 甲 醛 超 标 环 境 中

工作 3 个月以上的工人，发现有 15 名死于白血病

（Pinkerton et al . , 2004）. 美 国 国 立 癌 症 研 究 所

Hauptmann 等调查了甲醛生产工厂 25019 名工 人，

图 1 DNA 浓度标准曲线
Fig.1 The standard curve of DNA concentration
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图 2 气态甲醛致小鼠骨髓细胞 DNA-蛋白质交联系数
Fig.2 DNA-protein crosslinks induced by different
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发现有 69 名死于白血病，死亡比例略高于普通人

群 ， 相 对 危 险 度 随 着 甲 醛 浓 度 的 增 高 而 增 加

（Hauptmann et al . , 2003）. 我国发布的流行病学统

计显示，我国白血病的自然发病率较高，每年约新

增 4 万名白血病患者，其中 50%是儿童，而且以 2~
7 岁的儿童居多 . 家庭装修导致的室内环境污染，

被 认 为 是 导 致 城 市 白 血 病 患 儿 增 多 的 主 要 原 因 .
北京儿童医院统计显示，就诊的城市白血病患儿

中，有九成以上的患儿家庭在半年内装修过 . 深圳

儿童医院与有关部门曾对新增加的白血病患儿进

行了家庭居住环境调查，发现 90%小患者的家中

在半年之内装修过（杨 友 等 ，2007）. 因 此 ，有 学 者

推测甲醛暴露可能与白血病的发生有关，认为甲

醛可能引发白血病（Golden et al . , 2006）.
然而有学者对甲醛暴露导致白血病持反对 意

见，他们认为甲醛不可能具有远距离造血毒性，主

要原因如下：①甲醛化 学 性 质 活 泼 ，高 度 水 溶 性 ，

吸入的甲醛可在鼻腔和气管大量积累；②由于甲

醛解毒酶系的作用，甲醛在机体中迅速被清除 . 甲

醛主要通过甲醛脱氢酶解毒，后者在机体内广泛

分布，包括接触位点；③甲醛与体内分子的反应可

以降低自由甲醛浓度；④研究也证实血液中甲醛

浓度在暴露之后不变，提示血液是吸入甲醛的屏

障 （Casanova and Heck , 1987; Heck and Casanova ,
2004）. Franks（2005）提 出 了 一 个 评 估 甲 醛 在 人 体

内被吸收和代谢的数学模型，他用这个模型预测

了暴露后血液中甲醛的浓度，结果表明暴露后甲

醛浓度增加不显著 . Casanova-Schmitz 等 （1984）利

用［3H］和［14C］标记的气态甲醛混合到常规气态甲

醛中对小鼠进行染毒，与对照组相比，并没有在骨

髓细胞中检测出明显的 DNA-蛋白质交联，因此他

们 认 为 甲 醛 暴 露 不 会 对 骨 髓 细 胞 造 成 遗 传 毒 性 .
然而，支持甲醛暴露能够导致白血病的学者认为：

甲醛也是体内代谢产物，体内甲醛的 50%~80%以

结合物的形式存在 . 吸入型甲醛也不例外，甲醛被

吸入之后，除了被脱氢酶水解一部分之外，还可能

有 相 当 数 量 的 甲 醛 能 与 其 他 生 物 活 性 分 子 结 合 ，

生成结 合态甲醛 . 结合态甲醛一 方 面 可 能 具 有 较

强的毒性；另一方面结合态甲醛进入血液循环系

统之后，可以传输到全身各处，其后又释放出游离

态甲醛（王昆等，2006; 付聪等，2008），进一步产生

毒性作用 .
本实验中我们发现对小鼠进行气态甲醛连续

染毒后，骨 髓 细 胞 DNA-蛋 白 质 交 联 系 数 显 著 升

高 . Wang 等（2009）研究同样发现气态甲醛可显著

诱导大鼠骨髓细胞 DNA-蛋白质交联物的产生，这

表明气态甲醛对骨髓细胞具有一定的遗传毒性 .
我们的实验结果与 Casanova-Schmitz 等（1984）

的 试 验 结 果 不 一 致 . 我 们 认 为 ， 在 Casanova -
Schmitz 等的实验中，可能有两方面的原因导致骨

髓细胞中无 DNA-蛋白质交联的出现：一方面在此

实验中甲醛为间歇性暴露，所以形成的 DNA-蛋白

质交联很可能在体内修复机制的作用下得到较大

程 度 的 恢 复（彭 光 银 等 ，2006）；另 一 方 面 ，甲 醛 为

水溶性极强的一种物质，在 Casanova-Schmitz 等的

试验中空气湿度过大（>95%），所以导致进入鼻粘

膜和肺部的甲醛实际浓度偏低，导致甲醛的毒性

相对减弱 （杨旭和丁书茂，2009）. 而在本实验中，

实验空气湿度仅为 45%，且为连续暴露，因此在甲

醛诱导下出现了明显的 DNA-蛋白质交联 .

4.2 甲醛致白血病的可能机制

白血病是造血系统的恶性肿瘤，其特征是骨

髓、淋巴结等造血系统中一种或多种血细胞成分

发生恶性肿瘤，并浸润体内各脏器组织，导致正常

造血细胞受抑制，产生各种症状 . 白血病的确切病

因至今未明，许多因素被认为和白血病的发病有

关，如病毒、遗传因 素、环 境 化 学 毒 物 和 药 物 等 因

素 . 在 2006 年 3 月，在 California 州 San Diego 的社

会毒理学年会上，美国国家环保总署（EPA）的科学

家 发 表 了 一 篇 题 为《Hypothesized Mode of Action
for Formaldehyde -Induced Lymphoid Malignancies》
的文章 . 文章认为：工人暴露在甲醛中存在着诱发

淋巴癌和骨髓 癌 的 高 风 险 . EPA 的 科 学 家 所 提 出

的这种作用模式假说已经暗示，吸入甲醛气体能

诱发各种形式的骨 髓癌、淋巴癌、白血病 . 虽然目

前生物学上还没有相似的机制来解释一种化学物

质具有血液毒性或能诱导产生人体的急性骨髓系

白血病，但如果这些假设能被证实，则将是空前的

发现 .
Zhang 等（2009）提出甲醛致白血病的可能机制

与骨髓细胞突变有着密切的联系：1） 甲醛从呼吸

系统进入血液，从血液再进入骨髓，然后同 DNA
绑定，诱导早期干细胞变异并最终导致白血病，或

者甲醛进入骨髓后同大分子绑定，它的毒性效应

使早期干细胞发生病变并导致白血病，也可能甲
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醛进入骨髓后同大分子结合后诱导早期干细胞发

生变异并导致白血病 . 2） 甲醛从呼吸系统进入血

液，然后进入血液造血干细胞循环系统，同 DNA
绑定，诱导早期干细胞变异，或者甲醛进入血液后

同大分子绑定，它的毒性效应使早期干细胞发生

病变，也可能甲醛进入血液后同大分子结合后诱

导早期干细胞发生变 异 . 这些变 异 或 者 病 变 的 早

期干细胞然后进入骨髓导致白血病 . 3） 甲醛进入

呼吸系统，同 DNA 绑定，诱导早期干细胞变异，或

者甲醛进入呼吸系统后同大分子绑定，它的毒性

效应使早期干细胞发生病变，也可能甲醛进入呼

吸系统后同大分子结合后诱导早期干细胞发生变

异 . 这些变异或者病变的早期干 细 胞 然 后 通 过 血

液进入骨髓，导致白血病的发生 .
本实验进一步证明了气态甲醛能够对骨髓 细

胞产生遗传毒性，导致 DNA-蛋白质交联，这说 明

气态甲醛暴露也有可能对骨髓造血干细胞造成损

伤 . 在以后的实验中，我们将针对骨髓造血干细胞

为靶对象，开展甲醛对造血细胞毒性的研究，希望

能为“甲醛暴露是否导致白血病”这个倍受国际科

学家争议的科学悬案最终被证明和解决提供科学

依据 .

通讯作者简介：丁书茂（1966—），男，华中师范大学生命

科学学院副教授，硕士生导师 . 主要从事生物化学和分

子生物学及生态毒理学研究 . Tel: 027-67867774.
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